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Introducción. La evolución de la resistencia bacteriana constituye una amenaza para la salud pública 
mundial. Los sistemas de vigilancia epidemiológica han integrado técnicas de biología molecular para 
mejorar las estrategias de control.
Objetivo. Describir los perfiles moleculares y fenotípicos de los bacilos Gram negativos en unidades 
de cuidados intensivos de 23 hospitales de Colombia entre 2009 y 2012.
Materiales y métodos. Se diseñó un estudio descriptivo en 23 hospitales del Grupo para el Estudio 
de la Resistencia Nosocomial (sic.) en Colombia. Se analizaron 38.048 aislamientos usando WHONET 
durante el periodo descrito. Se describieron perfiles de resistencia para Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii. En 1.248 cepas se realizó reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar las carbapenemasas clínicamente más relevantes.
Resultados. Escherichia coli fue el microorganismo más frecuente (promedio=14,8 %); la frecuencia de 
aislamientos de K. pneumoniae aumentó de 11 % en 2009 a 15 % en 2012 (p<0,001). La tendencia de 
los perfiles de multirresistencia aumentó en todas las especies estudiadas. De los aislamientos de  K. 
pneumoniae evaluados, 68,4 % fue positivo para KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase), mientras 
que la VIM (Verona Integron-encoded Metallo-betalactamase) en P. aeruginosa se observó en 46,5 %. 
Conclusiones. Se observó un incremento en la tendencia de los microorganismos hacia la 
multirresistencia y una amplia distribución de las carbapenemasas. La articulación de la biología 
molecular con los sistemas de vigilancia permitió integrar el análisis del fenotipo con los mecanismos 
de resistencia involucrados en las bacterias estudiadas. Este análisis permitirá la elaboración de 
guías para el uso adecuado de antimicrobianos y contribuirá a la contención de estas bacterias 
multirresistentes en Colombia.
Palabras clave: bacterias Gram negativas, farmacorresistencia bacteriana, vigilancia epidemiológica, 
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Evolution of antimicrobial resistance in Gram negative bacilli from intensive care units in 
Colombia
Introduction: The continuous evolution of antimicrobial resistance poses a major threat to public health 
worldwide. Molecular biology techniques have been integrated to epidemiological surveillance systems 
to improve the control strategies of this phenomenon. 
Objective: To describe the phenotypic and molecular profiles of the most important Gram negative 
bacilli from intensive care units in 23 Colombian hospitals during the study period 2009-2012.
Materials and methods: A descriptive study was conducted in 23 hospitals belonging to the Colombian 
Nosocomial Resistance Study Group. A total of 38.048 bacterial isolates were analyzed using WHONET 
over a four-year period. The antimicrobial resistant profiles were described for Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, and Acinetobacter baumannii. Polymerase chain 
reaction was performed in 1.248 strains to detect the most clinically relevant carbapenemases.
Results: Escherichia coli was the most frequently isolated organism (mean=14.8%). Frequency of 
K. pneumoniae increased significantly from 11% in 2009 to 15% in 2012 (p<0.001). All screened 
isolates had rising trends of multidrug-resistant profiles. KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) 
92
Biomédica 2014;34(Supl.1):91-100Hernández-Gómez C, Blanco VM, Motoa G, et al.
was detected in 68.4% of K. pneumoniae isolates while VIM (Verona integron-encoded metallo-
betalactamase) was present in 46.5% of them.
Conclusion: In this study, an increase in the trend of multidrug-resistant organisms and a wide 
distribution of carbapenemases was observed. The integration of molecular biology to surveillance 
systems allowed the compilation of this data, which will aid in the construction of guidelines on 
antimicrobial stewardship for prevention in Colombia.
Key words: Gram-negative bacteria; drug resistance, bacterial; epidemiological surveillance, Colombia.
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Las infecciones causadas por microorganismos 
multirresistentes se asocian con estancias hospi-
talarias prolongadas, mayores tasas de fracaso 
terapéutico, aumento en la mortalidad, y un 
incremento en los costos derivados de la atención 
clínica que amenaza la sostenibilidad de cualquier 
sistema de salud (1,2). Esta problemática 
mundial tiene un mayor impacto en hospitales 
de alta complejidad por el gran número de 
pacientes críticamente enfermos, de huéspedes 
inmunocomprometidos, la presencia de múltiples 
enfermedades concomitantes y el uso frecuente 
de dispositivos invasivos (3). Entre los factores 
más importantes relacionados con la selección y 
diseminación de bacterias multirresistentes están 
el uso inapropiado de antibióticos (4) y la aplicación 
ineficiente de las medidas de prevención y control, 
como son las medidas de barrera, la higiene de 
manos y la limpieza y desinfección (5). Además, 
los mecanismos de resistencia intrínsecos o 
adquiridos por la bacteria pueden llevar a la 
aparición de multirresistencia, siendo los bacilos 
Gram negativos uno de los grupos bacterianos 
más importantes (6).
De las bacterias Gram negativas, las Enterobac-
teriaceae, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter 
baumannii son agentes causales de múltiples 
infecciones (7), y su capacidad de diseminación 
se considera incluso mayor que la de los cocos 
Gram positivos (8). La resistencia antimicrobiana 
de los bacilos Gram negativos multirresistentes 
está determinada no sólo por mutaciones 
cromosómicas sino también por la adquisición 
de genes transferibles entre diferentes especies. 
El mecanismo de resistencia más importante de 
las bacterias Gram negativas es la producción de 
betalactamasas; clínicamente se considera que 
las de mayor impacto son las betalactamasas de 
espectro extendido (BLEE), las betalactamasas 
inducibles tipo Amp-C y las carbapenemasas (9). 
El aislamiento de carbapenemasas en Entero-
bacteriaceae, P. aeruginosa y A. baumannii se ha 
incrementado durante los últimos 10 años (10), 
siendo las más frecuentemente reportadas hasta el 
momento las carbapenemasas del grupo A, como la 
KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), las 
del grupo B como la VIM (Verona Integron-encoded 
Metallo-betalactamase) y la IMP (imipenemasa), así 
como las del grupo D, el cual está conformado por 
las OXA (oxacilinasas) (11). Entre los mecanismos 
no enzimáticos se destacan la alteración de los 
transportadores de membrana de tipo porina y la 
expresión de las bombas de expulsión (12,13). 
Los bacilos Gram negativos multirresistentes han 
causado brotes hospitalarios en todo el mundo 
(14), y han sido identificados, además, como 
colonizadores y contaminantes de pacientes, 
de trabajadores de la salud, así como del medio 
ambiente dentro y fuera de los hospitales (15). 
Su creciente prevalencia en la última década ha 
ameritado la implementación de sistemas de 
vigilancia epidemiológica como uno de los métodos 
más efectivos para monitorizar los cambios en la 
sensibilidad de cualquier microorganismo (16,17).
La vigilancia epidemiológica a través del software 
WHONET, desarrollado por la Organización Mundial 
de la Salud (OMS), permite el estudio fenotípico 
de los perfiles de resistencia antimicrobiana 
(18); añadido a esto, el uso de herramientas 
moleculares para el estudio genético y evolutivo 
de los microorganismos multirresistentes (19) 
podría ayudar a determinar la magnitud del 
fenómeno, a desarrollar estrategias dirigidas a 
disminuir la transmisión entre pacientes, a imple-
mentar programas para el uso adecuado de 
antimicrobianos y a prevenir el número de 
pacientes infectados y colonizados por bacterias 
multirresistentes (20). 
Este estudio se propuso describir la evolución de 
los perfiles fenotípicos y moleculares de los bacilos 
Gram negativos durante el periodo entre 2009 y 2012 
en 23 hospitales de alta complejidad de Colombia.
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Materiales y métodos
Diseño del estudio
Se llevó a cabo un estudio descriptivo de vigilancia 
fenotípica y molecular de la resistencia anti-
microbiana de bacilos Gram negativos aislados 
durante el periodo de enero de 2009 a diciembre 
de 2012 en unidades de cuidados intensivos de 23 
clínicas y hospitales en Colombia. Se analizaron 
aislamientos de K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa 
y A. baumannii obtenidos en las unidades de 
cuidados intensivos médico-quirúrgicas de adultos, 
pediátricas y neonatales de hospitales de alta 
complejidad (250-500 camas) en 10 ciudades 
colombianas, seis de ellos localizados en Bogotá, 
cuatro en Cali, tres en Medellín, tres en Bucaramanga, 
dos en Pasto y uno en cada una de las siguientes 
ciudades: Barranquilla, Cúcuta, Ibagué, Pereira y 
Neiva. Todos los hospitales pertenecen al Grupo para 
el Estudio de la Resistencia Nosocomial (sic.) en 
Colombia liderado por el Centro Internacional de 
Entrenamiento e Investigaciones Médicas (CIDEIM).
Vigilancia fenotípica
Para el análisis fenotípico se construyó una base 
de datos con los resultados de los perfiles de sensi-
bilidad y de las pruebas fenotípicas para detección 
de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) 
realizadas en cada una de las instituciones mediante 
sistemas automatizados. En 14 instituciones se 
utilizó Vitek® 2, en seis, MicroScan® y en tres, 
Phoenix®. Todos los laboratorios tenían control 
de calidad interno y externo. El control interno lo 
realizaron con cepas del ATCC (Escherichia coli 
ATCC® 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC® 
700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853, 
Acinetobacter baumannii ATCC® 17978) y el 
externo estuvo a cargo del Instituto Nacional de 
Salud, PROASECAL, bioMérieux y Medical 
Laboratory Evaluation, entre otros.
La base de datos se procesó con el software 
WHONET, versión 5.6, previa estandarización y 
verificación de diccionarios por medio de BacLink. 
En el análisis se incluyó únicamente un aislamiento 
por paciente, correspondiente al primer bacilo Gram 
negativo aislado durante la hospitalización en la 
unidad de cuidados intensivos con pruebas de sensi-
bilidad. Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana 
se analizaron según las guías del Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI M100 S19) (21).
Se definieron como organismos resistentes a 
múltiples medicamentos  aquellos que presentaran 
resistencia, al menos, a tres familias de anti-
microbianos con actividad contra dicho patógeno 
(22). Para E. coli, el perfil de multirresistencia debía 
incluir, entre otros, resistencia a cefalosporinas 
de tercera y cuarta generación (23) y resistencia a 
carbapenémicos para K. pneumoniae, P. aeruginosa 
y A. baumannii (9,24).
Vigilancia de carbapenemasas por biología 
molecular
Los laboratorios de microbiología de cada institu-
ción enviaron al Laboratorio de Microbiología 
y Biología Molecular del CIDEIM todos los 
aislamientos de bacilos Gram negativos con 
perfil fenotípico de resistencia al cefepime y, al 
menos, a un carbapenémico. La identificación y 
los perfiles de sensibilidad antimicrobiana fueron 
confirmados mediante el uso de la tecnología 
Vitek® 2 (bioMérieux, Marcy l´Etoile, France) y 
microdilución en caldo (Trek Diagnostic Systems, 
Westlake, OH). Se realizó reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR) a todas los aislamientos de K. 
pneumoniae, P. aeruginosa y A. baumannii como 
prueba confirmatoria para le detección de genes 
codificantes para las carbapenemasas KPC, VIM, 
IMP y OXA.
Análisis estadístico
Se hicieron análisis de tendencia según la fre-
cuencia de aislamientos y por los tipo de muestra: 
sangre, orina, secreciones respiratorias y otros 
(secreciones de herida quirúrgica, piel y tejidos 
blandos, colecciones y abscesos), así como perfiles 
de sensibilidad por marcadores de resistencia -E. 
coli y K. pneumoniae (ceftazidime - CAZ, ceftriaxona 
- CRO, cefotaxime - CTX y ciprofloxacina - CIP, 
piperacilina-tazobactam - TZP, ertapenem - ETP, 
imipenem - IPM y meropenem - MEM), P. aeruginosa 
y A. baumannii (CIP-FEP-TZP-IMP-MEM), y perfiles 
fenotípicos de multirresistencia.
Para el análisis estadístico de los datos se calcularon 
y compararon los porcentajes de frecuencias y 
resistencias durante los años 2009, 2010, 2011 y 
2012 para E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa 
y A. baumannii, y se determinó su tendencia por 
medio de la prueba estadística de ji al cuadrado 
de tendencia lineal, con un nivel de significación 
estimado de 0,05. El software estadístico utilizado 
para los análisis fue Epidat, versión 3.1.
Resultados
De 38.048 microorganismos aislados en los últimos 
cuatro años, 24.203 (63 %) correspondieron a 
bacilos Gram negativos; de ellos, se identificaron 
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5.637 de E. coli, 5.302 de K. pneumoniae, 3.647 
de P. aeruginosa y 1.525 de A. baumannii (figura 
1). En general, E. coli fue el microorganismo más 
frecuentemente aislado con un promedio anual de 
14,8 %; sin embargo, el número de aislamientos 
de K. pneumoniae aumentó significativamente 
(p<0,001) hasta ser el microorganismo más 
frecuente para el año 2012 con 15 % de los casos. 
P. aeruginosa presentó un comportamiento anual 
estable con 9,7 % de los casos, mientras que A. 
baumannii disminuyó de 5,1 % en el 2009 a 3,4 % 
en el 2012 (p<0,001).
En la distribución anual de los aislamientos según 
el tipo de muestra (cuadro 1), se observó un 
aumento estadísticamente significativo en todos 
los microorganismos aislados en secreciones 
respiratorias, llegando a ser el tipo de muestra 
más frecuente para A. baumannii y P. aeruginosa. 
Además, los aislamientos de E. coli y P. aeruginosa 
en orina aumentaron de 45 y 10 % en el 2009, a 
50,4 y 16 % en el 2012, respectivamente (p=0,009 
y p>0,001). Por el contrario, no se observaron 
cambios de tendencia en aislamientos en sangre, 
excepto en K. pneumoniae, el cual disminuyó de 
28 % en el año 2009 a 22,5 % en el 2012 (p<0,001).
Los marcadores de resistencia (cuadro 2) muestran 
que E. coli, con un promedio de 16,3 % de resistencia 
a cefalosporinas de tercera generación (Cef3ra), 
aumentó, al menos, en 1,5 % su resistencia 
a CAZ, CRO y CTX en el 2012 y disminuyó el 
Cuadro 1. Porcentaje de aislamientos por tipo de muestra de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y 
Acinetobacter baumannii en las unidades de cuidados intensivos de 23 clínicas y hospitales, 2009 a 2012.
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Figura 1. Tendencia de los aislamientos de 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y 
Pseudomonas aeruginosa en las unidades 
de cuidados intensivos de 23 clínicas 
y hospitales de la red de resistencia 
bacteriana nosocomial (sic.) del CIDEIM. 
Se calcula el porcentaje de aislamiento de 
cada microorganismo en relación con el 
número total de aislamientos en el mismo 
periodo de estudio. 
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número de casos resistentes a CIP de 34,5 a 
31,7 %. K. pneumoniae incrementó la resistencia a 
carbapenémicos en un promedio de 7 %, alcanzando 
12,8 % de resistencia a ETP en el 2012 (p<0,001). 
P. aeruginosa alcanzó un promedio de 28,7 % de 
resistencia a FEP y de 30,5 % a IMP, siendo el 
antibiótico más afectado. A. baumannii presentó 
una disminución de 20,7 % (57,8 a 37,1 %) en la 
resistencia a IMP (p<0,001), pero un aumento de 
42,8 % frente a MEM (56,0 a 98,8 %) (p<0,001). 
En cuanto al análisis de fenotipos, E. coli, con 
resultado positivo en la prueba de BLEE, representó 
14,7 % (599/4.148) del total de aislamientos. El 
perfil de multirresistencia de E. coli (figura 2) se 
expresó en la resistencia a las cefalosporinas 
de tercera y cuarta generación (BLEE +), a CIP 
y TZP, con un aumento de 61,9 % en el 2009 
a 79,1 % en el 2012 (p<0,001). Igualmente, se 
observó un incremento de 5,6 % (1,3 a 6,9 %; 
p<0,001) en el perfil de multirresistencia de K. 
pneumoniae, constituido por su resistencia a los 
carbapenémicos y también a las cefalosporinas 
de tercera generación y a CIP (figura 3).
Durante la vigilancia molecular de los bacilos Gram 
negativos, se captaron 1.248 cepas distribuidas en 
590 (47,2 %) de P. aeruginosa, 417 (33,4 %) de K. 
pneumoniae y 241 (19,3 %) de A. baumannii. La 
carbapenemasa más frecuente en P. aeruginosa fue 
la VIM, con 46,5 % (105 de 226 cepas estudiadas). 
En K. pneumoniae fue la KPC, con 68,4 % de los 
casos (154/225) (figura 3). En A. baumannii, fue 
la OXA-23, con 97,7 % de los casos (168/172). 
En todas las ciudades incluidas en el estudio se 
observó KPC en K. pneumoniae, mientras que 
en seis de nueve ciudades se encontró, además, 
presencia de VIM y KPC en P. aeruginosa y OXA-
23 en A. baumannii (figura 4).
Discusión
Los bacilos Gram negativos continúan siendo los 
microorganismos más frecuentemente aislados en 
las unidades de cuidados intensivos, tal como se 
viene reportando desde el año 2003 a través de 
la vigilancia epidemiológica realizada por nuestro 
Grupo para el Estudio de la Resistencia Nosocomial 
(sic.) en Colombia (25,26).
Cuadro 2. Porcentaje de resistencia de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter 
baumannii en las unidades de cuidados intensivos de 23 clínicas y hospitales de la red de resistencia bacteriana nosocomial 
(sic.) del CIDEIM, 2009 a 2012. 
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0,0001
0,0000
*Los datos de 2011-2012 fueron obtenidos de 15 instituciones de la red de resistencia bacteriana nosocomial (sic.) del CIDEIM, las ocho instituciones 
restantes combinaron diferentes metodologías.
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Escherichia coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa y 
A. baumannii lideran el número de aislamientos 
entre los bacilos Gram negativos, tal como lo ha 
evidenciado el programa SMART en Estados 
Unidos para el periodo 2009-2011 (27) y el estudio 
TEST en el este europeo entre 2004 y 2010 (17); 
sin embargo, durante este periodo de vigilancia 
se logró detectar un aumento del número de 
aislamientos de K. pneumoniae, que incluso superó 
a E. coli en el 2012. Durante el periodo de estudio se 
encontró un aumento significativo de las bacterias 
estudiadas en muestras de tracto respiratorio 
(aspirados orotraqueales), hallazgos que deberán 
corroborarse con estudios clínicos que permitan 
determinar el rol de los bacilos Gram negativos 
multirresistentes en infecciones respiratorias. 
Escherichia coli, con un fenotipo sugestivo de 
BLEE de 16 % por su resistencia a cefalosporinas 
de tercera generación y a FEP, presentó un 
comportamiento semejante a lo reportado en las 
unidades de cuidados intensivos de los países 
europeos (28); por el contrario, el estudio SENTRY, 
realizado en cuatro países latinoamericanos, 
Figura 2. Tendencias en la frecuencia de 
las bacterias multirresistentes. Escherichia 
coli positivo para BLEE y resistente a 
ciprofloxacina; Pseudomonas aeruginosa 
y Acinetobacter baumannii resistentes a 
carbapenem en las unidades de cuidados 
intensivos de 23 clínicas y hospitales de la 
red de resistencia bacteriana nosocomial 
(sic.) del CIDEIM. Se calcula el porcentaje 
de aislamiento de cada microorganismo en 
relación con el número total de aislamientos 
en el mismo periodo de estudio. 
Figura 3. Tendencias en la frecuencia 
de Klebsiella pneumoniae resistente 
a carbapenémicos y K. pneumoniae 
KPC + en las unidades de cuidados 
intensivos de clínicas y hospitales 
de la red de resistencia bacteriana 
nosocomial (sic.) del CIDEIM. Se 
calcula el porcentaje de aislamiento de 
cada microorganismo en relación con 
el número total de aislamientos en el 
mismo periodo de estudio.
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reportó un mayor porcentaje de fenotipos sugestivos 
de BLEE, alcanzando hasta 23,9 % para las 
cefalosporinas de tercera generación (29). 
Por otro lado, nuestros datos revelaron un incre-
mento de la resistencia a carbapenémicos en K. 
pneumoniae; este hallazgo es similar a lo descrito 
por Kaiser, et al., en el estudio SENTRY 2007-2009 
en hospitales de Estados Unidos (30). Los hallazgos 
moleculares de las cepas de K. pneumoniae 
resistentes a carbapenem corroboraron la presencia 
y el aumento de blaKPC durante el periodo de 
estudio, fenómeno que ha sido reportado a nivel 
mundial (24). En Colombia, la presencia de KPC 
se ha descrito en varias ciudades del país, y su 
diseminación se ha explicado por la presencia de 
elementos genéticos móviles, los cuales han sido 
reportados en clones internacionales reconocidos 
como exitosos por su capacidad de propagación 
entre otras especies bacterianas (30-33).
Pseudomonas aeruginosa, con un perfil de 
multirresistencia de 34,5 % en el 2012, presentó 
un comportamiento semejante a lo reportado por 
Bertrand, et al., en un análisis conglomerado del 
comportamiento en Norteamérica y Suramérica, 
Europa, Medio Oriente y el Pacífico asiático (34). 
En Colombia se ha descrito la presencia de VIM-2 
en P. aeruginosa en diferentes ciudades (35), de 
forma similar a lo reportado por Amudhan, et al., en 
infecciones hospitalarias de unidades de cuidados 
intensivos en India (36); además, se ha encontrado 
la presencia de VIM y KPC de forma simultánea en 
P. aeruginosa (37).
Acinetobacter baumannii conserva un perfil 
fenotípico de multirresistencia igual a lo reportado 
por Kempf, et al. (38), presentando un incremento 
en la resistencia a carbapenémicos a lo largo 
de los años y alcanzando niveles de resistencia 
semejantes a los reportados en países europeos 
Figura 4. Presencia de carbapenemasas 
en nueve ciudades capitales de Colombia 
distribuidas por tipo de microorganismo 
y carbapenemasa asociada.
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como Turquía, Grecia, Italia, España e Inglaterra, 
que oscilan entre 50 y 70 % de multirresistencia (39). 
La OXA-23 en A. baumannii fue la carbapenemasa 
más frecuentemente detectada en el país; esta 
enzima contribuye al perfil de multirresistencia, el 
cual podría estar incrementado por la presencia de 
brotes hospitalarios (40-42).
En conclusión, se observó una tendencia al 
incremento de bacilos Gram negativos multi-
rresistentes y una amplia distribución de las 
carbapenemasas en Colombia, especialmente 
KPC, VIM y OXA-23. La articulación de la 
biología molecular a los sistemas de vigilancia 
epidemiológica tradicionales permitió el análisis 
integral de la resistencia; estos hallazgos podrían 
servir para el desarrollo de programas de uso 
adecuado de antimicrobianos y la elaboración de 
guías para la prevención y contención de bacterias 
multirresistentes en Colombia.
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